REPUBLIQUE 



P R A N Q A 




INSTITUT 
NATIONAL DB 
LAPROPRIETE 
INDUSTRieLkE 



PCTlFR/2004 / 018 10 




BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general 1' I nstitut national de la proprlete 

* ^^^^^ ■ 

Industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 

... 

certlfiee conforme d'une denriande de titre .de proprlete 



• • « 



industrielle depos^e a rinstltut. 



1 • ' " 

^ 3 JUIL 2004 



Fait ^ Paris, le 



DOCUMENT DE PRIORITE 
Piyfe SENT6 OU TRANSMIS 

conform6ment a la 

REGLE I7.1.a)OU b) 



Pour le Directeur giniral de I'Institut 
national de la propri£t6 industrielle 
Le Chef du DSpartement des brevets 




CD 

O 

o 



Marline PLANCHE 



I NSTITUT 
NATIONAL DE 
LA P R O P R 1 ET E 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis, rue de Saint-Petersbours 
75800 PARIS cedex 08 
Ttiiphone : 33 (0)1 53 04 53 04 
Tilicopto : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.inpLfr 





11354*03 



itNCTItOT 
HATIOMAL DC 
LA rftOPRlCtC 
IHOUSTRIELLS 

26 bis, rue de Saint Pfetersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 T61dcopie : 33 (1) 42 94 86 54 



REMISE ^foElUil- 2 003 

75 INPl PARIS 

UEU ^ _ 

D'ENREGtSTREMEKT 
NATIONAL ATTRlBUe PAR L'INPI 

DATE OE D^POT ATTRlBUeE » 1 JUIL iuUO 

PAR I'lNPI 



BREVET D'iWEi^TBOM 
CERTIFICAT D'UTILITI^ 

Code de la propridt^ intellectuelle - Uvre VI 

REQUETE EN DELiVRANCE 

page 1/2 

Cet imprimfe est a remplir lisiblement ^ Tencre noire 

I NOW ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU WIANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPON DANCE DOIT EIRE ADRESSEE 

CABINET ORES 
36 rue de Saint Petersbourg 
75008 PARIS 




m 5409 V / 210502 



Vos references pour ce dossier 

(facullatif) VCstsF263/99FR 



Confirmation d'un depdt par telecopie 



Demande de brevet 



Demande de certificat d'utilite 



Demande divisionnaire 

Demande de brevet initiak 
on demande de certiflccU d'ulilile mitiale 



Transformation d'une demande de 
brevet europ§en Demande de brevet initiale 



□ N"* attribu6 par I'lNPI a la telecopie 



I ■ I ■ 1 * » > I 
1 ■ 1 ^ ' ' ' ■ I 



Date 



1 > I ■ I 1 ^ 1 1 



TITRE DE UlNVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

PROCEDE ET DISPOSITIF POUR L'ANALYSE DE MILIEUX REACTIONNELS VIVANTS 



DECLARATION DE PRiORlTE 
OU REQUETE DU BENI^FICE DE 
\JK DATE DE DEPdT D'UNE 
DEIVIANDE ANTiRlEURE FRANQAiSE 



Pays ou organisation 
Date I > I t I I I 



Pays ou organisation 
Date I I 1 1 1 i 1 I 

Pays ou organisation 
Date I t I t I I 1 1 



□ S'il y a d'autres priorites, cociiez la case et utillsez rimprime «Suite» 



Norn 

ou denomination sociale 



COMMISSARIAT A UENERGiE ATOMIQUE 



Pr^noms 



Forme juridique 



Etablissement public 



N** SIREN 



Code APE-NAF 



Domicile 
ou 

siege 



I I I i I . 



Rue 



31-33 rue de la F6deration 



Code postal et ville 



Pays 



Nationality 



|7 i5i0i1i5|PARlS 

FRANCE 

Franpaise 



N** de t6l6phone (facultatij) 



N** de t6l6copie (facultatij) 



Adresse ^lectronique (factdtatif) 



I n S'il v a plus d'un demandeur, coctiez la case et utiiisez IMmprjm6 «Sulte» 

n^mpijr {f]^|>|&rpt'^e"ient la 2^ page 




i|N»TnUT 
NATIONAL bC 
LA ritOrRICT? 
IHDUSTRIEUf 



BKE¥ET P'lli^VEiVaTiOi^ 
CERTIFICAT D'UTILITE 

REQUETE £N DELiVRANCE 

page 2/2 




REMISE ^Sft^C^ U I L 2 

■^"^ 75 INPI PARIS 

UEU 

O'EMREGISTREMENT 
NATIONAL ATTR1BU& PAR L'INPI 



030S52S 



06 540 W/ 210502 




Norn 



ORES 



Prenom 



Beatrice 



Cabinet ou Societe 



CABINET ORES 



N **de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractuel 



Adresse 



Rue 



36 rue de Saint Petersbourg 



Code postal et ville 



17 i5 lO iQ i8 i PARIS 



Pays 



FRANCE 



N"" de telephone (faaOtafi/) 



01.53,21,11.00 



N° de telecopie (faailiatif) 



01.53.21.08.88 



Adresse electronique (fiiculfaii/) 



Qres@cabinet-ores.com 




Les 




Les demandeurs et les inventeurs 
sont les memes personnes 



□ Qui 

fxl Non : Dans ce cas remplir le formulaire de Designation d'inventeur(s) 



Etablissement immediat 
ou etablissement differe 



Palement ^cheionne de la redevance 
(en deuxueniemefUs) 



Unlquement pour les personnes physiques effectuant elles-m§mes leur propre depot 

Tioul 

□ Non 



1 REDUCTION DU TAUX 
DES REDEVANCES 



Uniquement pour les personnes physiques 

I I Requise pour !a premiere fois pour cette invention Q'om(fro un avis jio/r-if?fposi//onJ 
□ Obtenue ant§rleurement a ce d§p6t pour cette invention O'o^f^^^ '^^^ ^^P^ ^ 



SEQUENCES DE NUCLEOTIDES 
ET/OU D'ACIDES AMINllS 



I I Cochez la case si la description contient une iiste de sequences 



Le support electronique de donndes est jointl O 

La declaration de conformite de ia liste de 
sequences sur support papier avec le 
support electronique de donnees est jotnte 



Si VOU5 avez utilise I'imprimi aSuiten, 
indiquez le nombre de pages Jolntes 



SIGNATURE 
OU DU MANDATAiRE 
(Nom et qualite du signataire) 

ORES Beatrice 
92-4046 




VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'INPI 



a CONTE 



La loi n**78-17 du 6 janvier 1978 relative d rinfbrmalique, aux fichiers et aux libert^s s'applique aux rfiponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de TlNPl. 



1 



La presente invention a pour objet un proc^de et un dispositif pour 
J'analyse de milieux r^actionnels comportanl una ou plusieurs cellules, ce precede et ce 
dispositif permettant de realiser une analyse automatis6e a haut d^bil. 

Actuellemenl dans la recherche en biologic, el nolammenl dans le 
5 domaine pharmaceutique, on cherche a analyser le ph^notype de populations cellulaires, et 
plus particulierement le proteome, en reponse a une ou plusieurs stimulations exercees sur 
ces populations cellulaires, de fa9on a evaluer Timpact de ces stimulations sur les cellules 
auxquelles elles sont appliquees. Cette analyse requiert des outils permettant la mise en 
oeuvre de reactions sur des milieux reactionnels vivants (les populations de cellules) et 
10 I'analyse de ces milieux reactionnels dans des conditions telles qu*il n'y ait pas (ou le 
moins possible) de defonnation du milieu reactionnel entre ces deux etapes, de fa^on a 

ft 

limiter la perte ou la transformation de Pinformation. 

11 existe dans ce domaine de la recherche une exigence croissante en 

termes de debit de traitement des echantillons. Des molecules de plus en plus nombreuses 
15 sont disponibles pour etre testees, des systemes cellulaires de plus en plus varies (tissus, 

reseaux, cellules) sont disponibles pour etre etudies. 

Le besoin existe done pour des outils d'analyse de milieux reactionnels 

vivants, qui permettent une etude de ces milieux reactionnels dot6e de la plus grande 

objectivite possible et d'une vitesse de traitement aussi 61evde que possible. -^^y . 

20 La pr6sente invention qui allie la culture de populations de cellul^ sur 

des supports matriciels et Tanalyse par spectrometrie de masse permet de rdpondre a cette 

altente. 

A rheure actuelie, le criblage phenotypique se fait essentiellement en 
utilisant des m6thodes colorimetriques, des molecules fluorescentes ou radioactives. Ces 
25 methodes necessitenl le marquage de molecules sp^cifiques, qui impose de connaitre a 
priori la (ou les) proteine(s) recherchee(s). La presente invention ne n^cessite pas de 
connaissances prealables sur les modifications attendues des cellules suite aux stimuli. 

De nombreuses methodes permettent aujourd'hui d'analyser plus ou 
moins directemcnt le phenotype d'une ou plusieurs cellules avec un debit plus ou moins 
30 rapide. 

Les analyses utilisant directement des cellules ont toutes en commun un 
principe de fonctionnement, mais different sur le signal analyse en sortie, qui represente le 
phenotype : 

- signal optique : fluorescence, luminescence, colorim^tpe. 
35 - Signal radioactif : molecules marquees. 

- Signal electrique : electrophysiologic. 

Ces differentes methodes d'analyse sont g6n6ralcment impl6ment6cs 
dans un format puits de plastique (96 ou 384 puits par plaque) qui nccessite encore 
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beaucoup dc reactifs (0;1 a 0,5ml par puit dans iinc plaque 96) ct ne permcl qu'un debit 
modere. 

De plus le signal n'esl pas dircctement representatif du phcnolype, mais 
necessite un etalonnage souvent complexe. 
5 11 est par ailleurs difficile d'analyser dircctement les secretions des 

cellules, sauf par des methodes de capture par anticoips. 

L'analyse des differents phenotypes ne se fait que sur la base d'un seul 
parametre, une molecule que I'on connait, dont on veut s'assurer de la presence ou de 
Tabsence : on est oblige au depart de savoir quelle molecule est recherchee. Par exemple, 
10 lorsque Ton veut etudier la presence d'une molecule dans la cellule, on doit au depart avoir 
une idee assez precise des differentes proprietes de cette molecule, pour la coupler a un 
anticorps specifique ou rendre la molecule fluorescente. On peut aussi rechercher des 
modifications post-traductionnelles des proteines, mais en ciblant une modification 
particuliere. 

15 La recherche relative a la limite de vitesse de realisation et de traitement 

de ces differentes methodes a conduit au developpement d'un fonnat plus apte a un tres 
haut-debit de manipulation. Le premier exemple d'aboutissement de cette recherche se 
retrouve dans les puces a ADN : les ARN messagers exprimes par une population 
cellulaire (apres stimulation) sont cribles sous forme de depots sur un support matriciel, ou 

20 puce, contenant des fragments d'ADN potentiellement complementaires de cette 
expression. Cette methode permet d'apprecier le niveau d*expression de plusieurs milliers 
de genes sur une puce. 

Cependant les resultats ne sont souvent pas assez demonstrateurs pour 
pouvoir se passer d'une etude plus fine apres une premiere analyse. En effet, cette methode 

25 implique des etapes de traitements des echantillons (rccueil et multiplication de la quantity 
d'ARN, PGR inverse) qui eloignent du modele cellulaire considere. En outre elle ne 
permet d'analyser que le niveau d'expression d'ARN, qui n'est pas dircctement en rapport 
avec la quantite de proteines produites, ni avcc leurs qualit6s, a cause notamment de 
modifications post-traductionnelles (epissage altematif, confoiTnation 3D quatemajre 

30 modifiee, phosphorylation, assemblages). 

D'autres puces a molecules tentent depalier cet eloignement, en essayant 
d'analyser dircctement le niveau d'expression de differentes molecules au sein de la 
culture cellulaire. Ainsi diverses molecules ont ete d^posees de fa9on matricielle sur des 
supports sous le format puce : ARN, prot6ines, sucres par exemple. Malhcureusement les 

35 techniques mises en ceuvre ne sont pas veritablement fiables, et sont destinees a analyser 
des interactions entre molecules plutot qu'un ph6nolype cellulaire. 

Enfin, meme si le nombre de molecules differentes analysees sur unc 
puce est grand, un choix a deja ete fait quant aux molecules que Ton depose sur le support. 
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Cclte demarche implique une connaissance a priori des phcnotypes recherch^s, qui 
restreint les possibilites d'analyses. 

En ce q\ii conceme les puces a cellules, elles onl 6te decrites par Sabatini 
el aL Ces puces a cellules fonctionnent de la fa^on suivante : on depose de TADN sous 

5 forme d'une dispersion dans de la gelatine de fa9on matricielle sur une lame de verre. 
Apres sechage, les emplacements comprenant TADN sont traites par un agent de 
transfection lipidique puis la plaque est placee dans un milieu dans lequel sont reparties des 
cellules. Sur la lame de verre, I'ADN gelatinise est present sous forme solide et la 
transfection se fait en phase semi-solide en lianl les molecules adjacentes aux d6p6ls 

10 d'ADN a des lipides favorisant la penetration de I'ADN dans les cellules adjacentes aux 

■ 

depots d'ADN. On obtient une matrice de cellules transfect^es aux emplacements 
correspondant aux d6p6ts d'ADN. Cette methode pr&ente I'inconvenient d'etre peu 
precise et non reproductible. L'accrochage par la gelatine ne permet pas de controler le 
decrochage de TADN transfecte. 11 ne permet pas non plus d*ameliorer Tefficacite de la 
15 transfection. Par ce procede Texpression ou le blocage de I'expression d'une quarjtite 
suffisante de proteine peut difficilement etre obtenu. Une seule sorte de cellule pent etre 
utilisee pour chaque lame de verre. On ne peut pas, par ce moyen, etudier Tinteraction 
entre cellules ou Tinteraction entre des cellules el des reactifs autres que de TADN. 

Par rapport aux methodes d'analyse enumerees ci-dessus, la 
20 spectrometrie de masse constitue un outil beaucoup plus interessant en terme de relatijpn 
entre le signal detecte et le ph^notype cellulaire (les molecules exprimees par la cellulgL et 
leurs quantites respectives). Elle permet en effet de mesurer directement la quantite de 
proteines presentes dajis un 6chantillon, sans qu'il soit necessaire de modifier Tint^grite de 
la molecule (par un marquage de la molecule par exemple). Le principe consiste a desorber 
25 d'un support solide et ioniser des molecules de TSchantillon a analyser. En'suite le rapport 
masse/charge des particules ainsi cr66es est recueilli ; il represente la signature de la 
molecule d6sorb6e. 

Dans I'utilisation qui en est faite en biologic cellulaire et en proteomique 
actuellement, de nombrcux traitements des echantillons sont necessaires (lyse cellulaire, 
30 purification des echantillons, introduction d'une matrice pour la spectrometrie MALDl par 
exemple) car la sp6cificit6 et la precision que permet pour Tinstanl T instrumentation 
n'autorisent pas une analyse directe des echantillons, dont la quality n'est pas assez 
cbntrolee. Ces traitements introduisent des biais dans Tanalyse, qui n'est plus vraiment 
representative du ph6notype cellulaire. ^ 
35 De plus I'implementation de ces in^thodes et Tutilisalion de 

Tappareillage existant ne permettent qu'un trcs faible debit de traitement des echantillons. 

Un nouveau systeme (le SELD'I pour « surface enhanced laser desorption 

4 

• ionisation ») permettant d'utiliser la spectrometrie de masse sur des echantillons plus ou 
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moins complexes se rapprochant un peu plus du modele ccllulaire a ete developpe 
recemment. l/alout dc ce systeme vient de sa capacite a realiser une partie des 
purifications necessaires a Tobtention d'une analyse correcte, direct ement sur le support 
qui rentrc dans la machine (adsorption selective et orientee en surface du support), ce qui 

5 pemiet d'ecourter et de simplifier Ics traitements d'echantillons. 

Ce systeme est utilise notamment dans la ddcouverte de marqueur de 
maladic : des echantillons d*une population malade sonl analyses par rapport a d'autres 
d'une population saine, et les differences sont analysees par un logiciel propri^taire ; cela 
permet d*identifier des marqueurs de la maladie, et done des cibles potentiellement 

10 interessantes- Cette methode permet de faire une analyse vraiment globale des 
echantillons : on ne connait pas a priori les molecules qui seront les marqueurs de la 
maladie. 

Cepcndant, des traitements d'echantillons sont encore necessaires (lyse 
cellulaire, lavages et purifications) pour avoir de bons resultats. Par exemple la culture des 
J5 cellules est realisee en dehors du substrat, ce qui implique un biais non controle de transfert 
d*echantillons. Par ailleurs, le d6bit d'analyse est encore faible : les puces utilisables dans 
ce systeme ne peuvent contenir que 1 6 plots differents a ce jour, 

Plusieurs documents concemant la spectrometrie de masse sont relatifs a 
I'analyse de milieux reactionnels vivants : 
20 - Le document US-2002/0 160420 decrit Tanalyse par spectrometrie de 

masse d'un 6chantillon de s6rum humain ayant subi plusieurs etapes de purifications. 

- Le document US-2002/0076739 decrit un proced6 d'analyse de 
proteines dans des melanges. Des r^actifs marques sp6cifiques de certains peptides sont 
mis a reagir avec des mdlanges de proteines, les molecules ayant reagi sont isolees puis 

25 analysees par spectrometrie de masse. 

- Le document DE 10038684 decrit un proc6d6 pour identifier des 
microorganismes a Taide d'un systeme MALDI-TOF-MS, dans lequel le spectre d'un 
6chantillon d'un microorganisme h identifier est compare a une base de donnees de 
spectres de reference. 

30 - Le document US-6,531,318 decrit un procede d'analyse de tissus 

biologiques, ce proced6 comportant une etape de microdissection au moyen d'un laser, 
cctte microdissection permettanl de selectionner des agregats de cellules, suivie d'une 
analyse par spectrometrie de masse. 

- Le document WO 00/48004 decrit un dispositif pour Tanalyse de 
35 materiau cellulaire. Des cellules sont mises en culture, purifiees par des methodes autres 

que la chromatographic, puis injectees dans un speclrometre de masse. 

Cette methode requiert la manipulation des echantillons de culture dc 
cellules, notamment la purification est une 6tape de procede qui elimine certains 



constituants de I'echantillon, sans que I'on inaitrise parfailement la selection des 
composants qui sont dlimines. 

- Le docxmient WO 02/103360 decrit une methode d^analyse de proteines 
a la surface d'une cellule, cette methode comprend la mise en reaction de la cellule avec 

* 

5 une substance a sa surface et son analyse par spectrometrie de masse. 

- Le document WO 01/65254 decrit un precede pour identifier la 
structure chimique d'une substance presente dans des tissus ou des cellules de differents 
organismes, ce precede comprenanl Tirradiation d'une zone precise d'une coupe de lissu 
vivant ou d'une cellule de fa^on a ioniser la substance et a realiser son spectre de masse et 

« 

10 Tanalyse de ce spectre de fafon a identifier sa structure. 

- Le document WO 02/101356 decrit un proc6de d'analyse de proteines 
mitochondriales. Les proteines constituant la mitochondrie sont separees par gel 
d'electrophorese en 2 dimensions, puis analysees par spectrometrie de masse. 

- Le document WO 01/84143 decrit un precede pour analyser un grand 
15 nombre de proteines en un temps reduit. Des cellules sont soumises a une stimulation, 

lysees et les echanti lions di vises de fa9on a obtenir des lots de quelques centaines de 
proteines puis ces lots sont analyses par spectrom6trie de masse a Taide d'une batterie de 
spectrometres en parallele. . v 

Les methodes d'analyse par spectrometrie de masse de milieux 

20 r6actionnels vivanls comportent tous une ou plusieurs etapes de purification et/ou jd^ 
manipulation qui entrainent une perte d'information et/ou elles supposent la recherche.de 
molecules bien definies tandis que Tun des objectifs de Tinvention etait Tobtention d'une 
analyse sans contrainte des donnees exprimees par le milieu reactionnel vivant. 

En outre, ces m6thodes de Tart antdrieur, en raison des etapes de 

25 purification et/ou de manipulation qu'elles comportent, sont peu propices a iin traitement a 
haut debit. 

Par rapport aux techniques de Tart anterieur, le procede et le dispositif de 
rinvention presentent de nombreux avantages : 

- possibilite de travailler sur un assortiment de cellules varices disposees 
30 sur une meme puce, 

- mise en parallele de systemes celJulaires varies, 

- suppression ao limitation des dtapes susceptibles de biaiser I'analyse 
(tclles que purification, lyse de cellules, d^placemcnt d'un echantillon d'un milieu a un 
autre), f 

35 - possibilite d'analyser un tres grand nombre d'echantillons en un temps 

rdduit, 

* 

- obtention de donnees non deformdes par rapport aux informations 
• emises par la cellule. 



LMnvention a done pour objet un precede d 'analyse d'au moins un milieu 
reaclionnel comportant au moins une cellule C, ledit procedc etanl caracterisc en cc que : 

(i) la cellule C est deposee sur un support S comportant une surface 
sensiblemenl plane, sous forme d'une goutte aqueusc sur ladite surface ; 
5 (ii) la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a ele deposee 

la goutte aqueuse contenant la cellule C est eventuellement recouverte par un film de 
separation F, permettant le passage des gaz et empechant Tevaporation des gouttes 

aqueuses deposees surle support S ; 

(iii) la cellule C est eventuellement soumise a une stimulation ; 
jQ (iv) le milieu reactionnel est prepare et introduit dans le spectrometre de 

masse ; 

(v) le milieu reactionnel est desorbe et ionise ; 

(vi) le spectre de masse du milieu reactionnel est recueilli et analyse. 
L'invention a egalement pour objet un dispositif permettant I'analyse 

15 d'au moins un milieu reactionnel comportant au moins une cellule C, ce dispositif etant 

caracterise en ce qu'il comporte : 

- un support S comportant une surface sensiblement plane Eventuellement 
recouverte d'un film de separation F permettant le passage des gaz et empechant 
rdvaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support S, 

20 - des moyens permettant le depot sur ladite surface, et eventuellement 

sous le film F, de gouttes aqueuses contenant la cellule C, 

- des moyens permettant la desorption et I'ionisation du milieu 

reactionnel, 

- un spectrometre de masse. 

25 Le dispositif de I'invention peut en outre Eventuellement comprendre une 

enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est placEe le support S de fa9on a permettre 

la survie de la cellule C, 

La stimulation a laquelle est soumise la cellule C peut etre de differentcs 

natures. Elle peut consist er en : 
30 - rintroduction d'un reactif R, 

- la mise en contact avec une ou plusieurs cellules, 

- un apport d'Energie, 

- Tapplication d'un champ electrique ou d'un champ magnetique, 

- une stimulation par traitement optique. 

33 Plusieurs variantes existent pour rintroduction d'un reactif R dans la 

cellule C : 

. Selon une premiere variante, une goutte aqueuse contenant la cellule C 
est deposee sur le support S, une seconde goutte aqueuse contenant le reactif R est injectde, 



a Taide de lout moyen d'injection approprie, directemenl dans la goulte contenanl la 
cellule C. Une telle variante est illustree par la figure 1 . 

. Selon une seconde variante, une premiere goutte aqueuse est deposee 
sur le support S puis une seconde goutte aqueuse est deposee sur le meme support a 
5 proximite de la premiere. Tune de ces gouttes contierit la cellule C, Tautre le reactif R, la 
reaction du reactif R avec la cellule C, et eventuellement sa transfection dans la cellule C, 

* 

est d^clenchee par la fusion des deux gouttes. Le deplacement et la fusion des gouttes 
peuvent etre obtenus par vibration au sein du support, par deplacement electrophor^tique 
des gouttes chargees electriqxiement ou par des pinces mecaniques ou optiques. 11 peut 

10 egalement etre obtenu par une modification des proprietes de surface du support 
provoquees par rapplication d'un champ 61ectrique, magnetique , par un traitemcnt 
thermique ou optique approprie. Une telle variante est illustree par la figure 2. 

. Selon une troisieme variante, le reactif R est fixe au support S ou au 
film F, la cellule C est deposee sous forme d'une goutte aqueuse sur le support S et le 

]5 reactif R est alors ddcroche du support S ou du film F afin de permettre sa. reaction avecJa 
cellule et eventuellement sa transfection dans la cellule. Cette variante est illustree par les 
figures Set 7. 

Dans la presente invention, le terme de transfection est utilise pour 
designer la penetration d*une mol6cule d'un r6actif, quel qu'il soit, dans une cellule. 

20 Dans le cas ou la stimulation du milieu reactionnel comporte 

rintroduction d'une molecule d'un reactif R, le film de separation F, lorsqu'il est present, 
est choisi de fa9on a etre non miscible avec R. 

Parmi les moyens d'apport d'energie, on peut ciler en particulier des 
moyens de traitement thermique, qui peuvent consister par exemple en un dispositif 

25 chauffant susceptible d*etre place a proximite du support S ou fixe a ce support et destine a 
porter les goutteleltes a une temperature appropriee. Par exemple, le moyen de chauffage 
peut consister en des fils conducteurs de Telectricite servant egalement de moyen de 
reception des gouttes. 

Les moyens de traitement optique sont notamment des moyens de 

30 traitement aux rayons ullra-violets, ces demiers 6tant connus pour induire une reticulation 
entre des brins compldmentaires d*ADN et entre ADN et proteines. 

La mise en conta.ct avec une ou plusieurs autres cellules consiste a 
introduire dans le milieu reactionnel une ou plusieurs autres cellules de fa9on a constituer 
un reseau de cellules susceptible d*interagir. ( 

35 . Selon une premiere variante, une goutte aqueuse contenant la cellule C 

est deposee sur le support S, une seconde goutte aqueuse contenant une ou plusieurs autres 
cellules est injectee, a Taide de tout moyen d'injection approprie, directement dans la 
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goutle contenant la cellule C. L'ordre de depot des gouttes de cellules peut bien 

evidemment elre inverse. 

. Selon une seconde varianle, une premiere goutte aqueuse est deposee 

sur le support S puis une seconde gouttc aqueuse est deposee sur le memc support a 
5 proximite de la premiere. Tune de ces gouttes contient la cellule C, Tautre goutte contenant 

une ou plusieurs autres cellules, Tinteraction entre les cellules est declenchee par la fusion 

des deux gouttes. Le deplacement et la fusion des goutles peuvent etre obtenus par 

vibration au sein du support, par deplacement electrophoretique des gouttes chargees 

clectriquement ou par des pinces mecaniques ou optiques. 11 peut egalement etre obtenu 
10 par une modification des proprietes de surface du support provoqu6es par Tapplication 

d'un champ electrique, d'un champ magnetique, d'un traitement thermique, d'un 

traitement optique. 

Preferentiellement, le support S est constitue par une plaque qui peut etre 

en silicium, en verre ou en polymere, comme par exemple en polyuretliane, en nylon, en 
15 polyester, en polyethylene, en polypropylene, en polyfluorocarbone, en 

polymethylmethacrylate (PMMA), en polycarbonate, en chlorure de polyvinyle (PVC), en 

polydimethylsiloxane (PDMS) ou en polysulfone. 

Selon Tinvention, Taccrochage des gouttes sur le support se fait grace aux 

forces de tension de surface. Preferentiellement, le support S presente une surface 
20 sensiblement plane comportant au moins un moyen destine a la reception des gouttes 

aqueuses. 

De preference, le moyen destin6 a la reception des gouttes aqueuses 
consiste en des zones de la surface sensiblement plane du support S d'une taille allant de 
5 jim^ a 5 mm^. 

25 Selon une premiere variante, on peut prevoir que le support S presente 

sur sa surface plane un caractere hydrophobe et comporle une ou plusieurs zones 
hydrophiles constituant ledit moyen de reception. Selon une autre variante, on peut 
egalement prevoir que le support S comporte sur sa surface plane des cavitds, d'une 
profondeur allant de ] micron a 1 millimetre, et constituant ledit moyen de reception. On 

30 peut egalement prevoir que Ic support S soit une plaque munie d'excroissances de faible 
epaisseur, de 1 micron a 1 millimetre, disposees sur sa surface et destinies a favoriser 
]*accrochage des gouttes. Enfin, on peut pr6voir que le support S soit une plaque munie 
d'au moins un fil, sur lequel viennent s'accrocher les gouttes. Le d6p6t de deux gouttes sur 
Ic mSme moyen de reception va favoriser la fusion de ces deux gouttes et done la reaction 

35 du r6actif R avec la cellule C. De preference, le support S presente sur sa surface plane un 
caractere hydrophobe et comporte une ou plusieurs zones hydrophiles constituant le moyen 



9 

dc reception. Pour conferer a la surface plane du support un caracterc l)ydrophobe, celle-ci 
est preferentiellement recouvcrte d'un materiau hydrophobe tel qu*un polyfluorocarbone, 
comme par exemple le polytetrafluoroethylene ou Teflon ®, un silane comme par exemple 
le perfluorosilane. La zone hydrophobe du support peut consister en une slructuration de 

5 surface dentelee a T^chelle nanometrique comme le « silicium noir » utilise en optique. 
Des exemples de lames commerciales de ce type sont les lames immunofluorescence 40 
puits D2 mm super teflon, commercialisees par la societe MERCK EUROLAB division 
POLYLABO. Encore plus preferentiellement, le support comporte en outre un second 
moyen de reception des gouttes superpose au premiefr, comme par exemple une surface 

ID plane hydrophobe et des excroissances de faible 6paisseur hydrophiles, ou une surface 
plane hydrophobe et des puits hydrophiles comme illustre par la figure 6, ou unc surface 
plane hydrophobe et un fil hydrophile. 

Le support peut-etre adapte a partir d'un support utilise classiquement 
pour la spectrom^trie de masse, on peut prevoir qu'il comporte une couche electriquement 

* ■ * 

15 conductrice (acier par exemple) ou non ; qu'il soit recouvert, au moins sur les moyen de 
reception d'un materiau promoteur de la desorption. De tels supports existent sur le 
marche, par exemple : • > 

les puces SELDl (« ProteinChip® arrays ») commercialisees par Va 
societe Ciphergen Inc. (model e NP20 par exemple) component une fine couche 

20 hydrophobe percee de trous ou la surface est active (hydrophile) ; 

les supports « AnchorChip™ » commercialises par la societe 
BrukerDaltonics Inc comportent des surfaces hydrophobes sur laquelle sont plac6es des 
excroissances hydrophiles. 

Le support peut aussi €tre actif, pour faire evoluer les gouttes sur sa 

.25 surface en utilisant les principes de la microfluidique en goutte. Cela revient a modifier 
dynamiquement les proprietes de surface du support (par exemple les variations en 
energie/tension de surface) pour faire bouger les gouttes de maniere controlee. Ainsi, les 
gouttes de cultures cellulaires peuvent passer par differentes 6tapes de reactions conduites 
au sein du support : on peut faire -fusionner deux gouttes qui se rapprochent (une avec le 

30 r6actif et une autre avec les cellules par exemple). f 

Pour rcaliser ce genre de support Shenderov et aL (« Electrowetting- 
based actuation of liquid droplets for microfluidic applicaizons^\ Applied Physics Letters, 
.vol. 77, n**ll, p. 1725-1726, septembre 2000) ddcrit Putilisation de la modification des 



energies de surface d'une couche hydrophobe, lors de Tapplicalion d'un champ elcctriquc : 
la tension de surface dimimie avec IMntensite du champ, la surface devient moins 
hydrophobe, voir hydrophile. Le conlrole et le mouvemenl du champ electrique permettenl 
de deplacer les gouttcs de h'quides sur cette surface. Cette methode a ete brevetee par la 
5 socidte Nanolylics (Shenderov el aL « Actuators for microfluidics without moving parts », 
n"" US 6,565,727 ; 2003), mais sans 1 'utilisation de cultures cellulaires. 

Une autre maniere de modifier ces propri^tes de surface consiste en 
la modification physico-chimique de la couche surfacique du support, loujours a Taide 
d'un potentiel electrique. Par exemple, le changement de conformation d'une couche de 

10 SAM (« self-assembled monolayer », monocouche auto-assemblee, par exemple des thiols 
modifies, comprenant au moins une extremite hydrophile et une chaine hydrophobe), 
demontre par Laharm et aL {«A reversibly swiiching surface », Science, voL 299, p. 371- 
374, Janvier 2003), permct de passer d'une conformation droite des molecules au sein de la 
couche superficielle, qui alors presente un caractere hydrophile, a une conformation 

15 courbee, dans laquelle elle presente un caractere hydrophobe. 

De la meme maniere, on peut utiliser la temperature comme moyen 
de changer les proprietes de surface d*un support. Liang et aL {''Preparation of Composite- 
Crosslinked Poly (N-hopropylacrylemide) Gel Layer and Characteristics of Reverse 
Hydrophilic-Hydrophobic Surface'' Journal of Applied Polymer Science 72:1, 1999) decrit 
20 un polymere qui est hydrophile a faible temperatures (<30°C) et hydrophobe au-dessus. En 
int6grant un syst&tne de contrSle localise de la temperature sous le substrat, on peut 
control er les propri6tes de la surface. 

On peut aussi mettre en place un support dont les proprietes de la 
couche surfacique change avec Tapplication ou non de lumiere (champs 

25 61ectromagnetique). Ichimura et aL (« Light-driven motion of liquids on a photoresponsive 
surface », Science, vol. 288, p. 1624-1626, juin 2000) decrit une telle surface : une couche 
de polymere (calix[4]resorinarene) dont le groupe terminal (azobenzenc) peut changer de 
conformation isomerique apres une photoiixadiation asymetrique. Lorsqu'on expose ces 
groupes cycliques en conformation trans (couche hydrophile) aux UV (365nm), ils passent 

30 en conformation cis (hydrophobe). La reaction est reversible en utiJisant de la lumiere 
bleuc (436 nm). En eclairant de fa9on selective et graduelle la couche de polymere, on peut 
deplacer des gouttes de liquide de maniere contr61ee. 
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Selon une variante de I'invenlion, le reaclif R est fixe au support S avant 
le depot de la goutte aqxieuse contenant la cellule C. De tels dispositifs sont connus de 
rhomme du metier pour d*autres utilisations : ce sont les puces a ADN telles que decrites 
par: 

5 - Eisen M.B., Spellman P.T., Brown P.O., Botstein D. 

Cluster analysis and display of genome-wide expression patterns, 

Proc Natl Acad Sci USA. 1998 Dec. 8; 95(25): 14863-8; 

- Haab B.B., Dunliam M.J., Brown P.O., 

Protein microarrays for highly parallel detecting and quantitation of 
10 specific proteins and antibodies in complex solutions. 

Genome BioL 2001 Jan 22; 2(2): RESEARCH 0004.1-0004.13; 

- Livache T., Bazin H., Caillat P., Roget A., Electroconducting polymers 
for the construction of DNA or peptide arrays on silicon chips^ Biosens 
Bioelectron. 1998 Sep 15;13(6):629-34. 

]5 On peut appliquer le ni&ne principe a des molecules autres que des 

polynucleotides. Des puces a molecules sont decrites dans : Kuruvilla et al. Glucose 
signalling with small molecule microarrays. Nature (2002), 416 p. 653. Dans tous les cas, 
la mol6cule de reactif est d'abord accrochee sur la puce (par exemple par accrochage 
covalent sur une lame de verre). Selon la presente invention, la molecule peut 

20 6ventuellement etre decrochee apres depot des gouttes aqueuses contenant des cellules,.sur 

la puce a molecules. 

Le decrochage de la molecule de reactif peut etre fait de fa9on connue 

par r.un des moyens suivants : 

- photocHvage par des UV en utilisant un site de liaison du r6actif au 

25 support qui soit photoclivable comme illustre par la figure 5. 

Et dans le cas ou le reactif est un polynucleotide uniquement : 
. - coupure de TADN double brin par des enzymes de restriction, ou par 

d'autres nucleases, 

- modification de la stringence d'hybridation : un changement de 
30 concentration saline, de temperature ou de conditions Redox du milieu permet de separer 

deux brins d' ADN. 

Dans certains cas on pr6voit que le reactif R reste fixe sur le substrat. 
Selon Pinvention, la surface sensiblcment plane |3u support S peut Stre 
rccouverte d'un film de separation qui remplit trois fonctions : 
35 - il doit pr6venir une fusion des gouttes aqueuses non desiree, 

- il empeche ] 'Evaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support. 
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- il perniet le passage des gaz, notammenl O2 cl CO2, ces deux dernieres 
fonctions etanl destinecs a pennettre la survic des cellules dans leurs gouUes. 

Le film F peut elre de different cs jiatures : 

- il peut s'agir d'un liquide non miscible avec Teau comme par exemplc 
5 une huile. Jusqu'a ce jour, on savait utiliser Thuile pour conserver certaincs cellules, 

toutefois, elle n'avait jamais ete utilisee pour effectuer des reactions sur des cellules. Pamii 
les huiles utilisables dans le procede et le dispositif selon Tinvention, on peut citer 
notamment les huiles minerales et les huiles dc silicone. On peut egalement utiliser comme 
liquide un solvant organique non miscible avec les composes a traiter (cellules et reactifs), 
10 tel que par exemple Toctane. De preference on utilise une huile minerale legere. 

- il peut egalement s'agir d'un gaz comme de I'air sature en humidite, 

- il peut ensuite s*agir d'un film souple, solide, tel qu'un film en PDMS 
(polydimethyl siloxane) ou un film en nitrocellulose, 

- il peut enfin s'agir d'un capot rigide alveole en materiau poreux, la 
15 taille des alveoles etant adaptee pour pouvoir contcnir la goutte de cellule(s) et 

dventuellement de reactif. Seloji une variante de Tinvention, le capot rigide alveole peut 
etre fonctionnalise, dans chaque alveole, par une molecule de reactif et constituer ainsi une 
puce a molecule ou une puce k nucleotide appelee a venir en contact avec le support sur 
lequel des gouttes de cellules ont et6 depos6es de fa9on symetrique par rapport aux 
20 alveoles. Cette variante de Tinvention est illustree par la figure 7. 

Avant introduction du milieu reactionnel a analyser dans le spectrometre 
de masse, le film de separation, s'il est susceptible d'etre genant pour la mise en oeuvre des 
etapes de cette analyse, est retire. 

Lorsqu'il n'y a pas de film de separation ou que cehii-ci est un gaz ou un 
25 liquide, de fafon avantageuse, le d6p6t des gouttes aqueuses contenant une cellule ou un 
reactif sur le support S, et eventuellement sous le film de s6paration, se fait au moyen de 
fins capillaires, comme illustre sur la figure 1. De pr6f6rence, ces capillaires sont relies h 
une pompe ou pousse-seringue permettant de controler le volume des gouttes. 

Les cellules el les r6actifs peuvent etre egalement dispenses par un 
30 systeme classique comme ceux utilises pour la fabrication des puces a ADN. On peut citer 
par exemple les systemes piezoelectriques permettant de comprimer une cavity et d'ejecter 
une goutte par une buse. On peut se reporter a ce sujet a N. Takada et al.^ Proceeding of the 
SID, vol. 27/1, 1986, 31-35. 

Preferentiellement, les gouttes ejectees passent a travers le film de liquide 
35 ou de gaz grace a leur vitesse d'cjection et/ou par gravit6, ce liquide ou ce gaz etant plus 
leger que la solution a deposer. Lorsque le film de separation est un film solide ou un capot 
rigide, celui-ci est d6pose sur le support, apres d6p6t des gouttes aqueuses de cellules et 
eventuellement de reactifs par les memes moyens que decrit ci-dessus. 
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Le deplacement el la fiasion des goultes peuvent etre obtenus par 
vibration au sein du support, par deplacemenl clectrophoretique ou clectromagnetique des 
gouttes chargees electriquemeiit ou par des pijices mecaniques ou optiques. 11 peut 
egalement etre obtenu par lane modification des proprietes de surface du support 

5 provoquees par Tapplication d'tm champ electrique, d'un champ magndtique, par un 
traitement Ihermique ou un traitement optique.. 

Preferentiellement, le support S du dispositif est mobile, de fa9on a 
permettre son deplacement d*un premier moyen de dep6t a un second moyen de depot, et 
eventuellement a d'autres moyens de depot et egalement le deplacement jusqu'au 

10 spectrometre de masse. Le support S peut dans certains cas etre constitu6 d'un film solide 
fixe a des rouleaux a ses deux extremites, les rouleaux etant munis de moyens de bobinage 
de fa9on a permettre le deplacement du film et done le deplacement des gouttes qui ont ete 
deposees dessus. 

Generalement, le procdde selon Tinvention prevoit le deplacement du 
15 support S apres le depot sur le support S de la premiere serie de gouttes, qu'il s*agisse des 
gouttes de cellules ou des gouttes de reactif 

Selon rinvention le support. S peut etre placd dans une enceinte, a 
atmosphere controlee dont la temperature, Thygrometrie et la teneur en CO2 sont ajust6§s 
de fa9on a permettre la survie des cellules. 

»• 

20 De tels dispositifs sont notamment des etuves a atmosphere controlee. I.a 

temperature dans un tel dispositif peut varier de 35 a 42°C, une temperature preferee .s.!e 
situant entre 36,5 et 37,5'^C. La variation de temperature peut notamment 6tre utilis6e pour 
induire des differentiations cellulaires. 

* 

Le taux de CO2 est preferentiellement maintenu entre 3 et 5%. Le taux 
25 d'oxygene O2 est preferentiellement celui de Tair ambiant. 

Par exemple, on peut prevoir de maintenir les cellules dans des gouttes 
aqueuses sur le support S dans une etuve a 37°C, avec 95% d'air, 5% de CO2 et 97% 
d'humidite. 

On prevoit generalement que seuls les . supports sur lesquels ont ete 
30 deposfees les gouttes de cellules et le film de separation soient places dans une enceinte a 
atmosphere controlee. Toutefois, d'autres elements du dispositif de Tinvention peuvent si 
necessaire etre places dans celte enceinte. 

De fafon avantageuse, on peut prevoir que les gouttes aqueuses 
contenant une ou plusieurs cellules, un tissu cellulaire ou un reseau |Cellu]aire, comportent 
35 un milieu de culture. 

« 

En effet, Tetablissement de cultures de cellules depend de Taptitude des 
cellules a maintenir leur proliferation et done des conditions indispensables a leur 
croissancc. 
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Avantageusement, on prevoit que les gouttes aqueuses de cellules 
comprenncnt du MEM ou « minimal essential medium » commercialise par la soci6te 
GIBCO BRL sous la reference Cat. No. 12000-022. 

Le milieu de culture pout egalement contenir d'autres constituants tels 
5 que du serum de veau, un ou plusieurs antibiotiques destines a controler la sterilite du 
milieu, comme par exemple de la penicilline. 

On yyeviX egalement pr6voir d'utiliser dans le milieu de culture des agents 
chimiques qui induisent la differentiation des cellules, comme par exemple la 
bromodeoxyuridine. 

]0 On peut dgalement prevoir que les gouttes aqueuses dans lesquelles les 

cellules C sont en culture soient gelifites, a Taide de tout agent gelifiant connu, comme par 
exemple de I'agar ou de la gelatine. 

De fagon avantageuse, les gouttes aqueuses contenant la ou les cellules 
ou le tissu cellulaire ou le reseau de cellules, et/ou les gouttes aqueuses contenant le reactif, 

15 comport ent un ou plusieurs constituants destines a favoriser la transfection, comme par 
exemple des liposomes. De tels agents de transfection sont decrits notamment dans les 
documents WO 01/2001 5 et WO 98/33932. 

D'autres moyens destines a favoriser la transfection peuvent egalement 
etre employes dans le dispositif de I'invention, tels que : Telectroporation ou la 

20 microprecipitation. Ces methodes de transfection, bien connues de Phomme du metier, 
sont decrites notamment sur http://opbs.okstate.edu/— melcher/MG/MGW4/MG43.htmL 

On peut en outre prevoir que le dispositif comporte des moyens de 
detection focalises sur une ou plusieurs gouttes d^posees sur le support. 

Les . moyens de detection sont notamment des dispositifs destines a 

25 mesurer la fluorescence ou la radioactivite d'une ou plusieurs gouttes ou des cellules 
contenues dans une ou plusieurs gouttes. 

Les moyens utilises dans les dispositifs selon I'invention seront 
prefercntiellement relies a un dispositif de controle permettant Tautomatisation du 
dispositif et du proc6de selon Tinvention. 

30 L'utilisation du dispositif et/ou du proced6 selon Tinvention presente de 

nombreux avantages : on peut utiliser de tres petites quantites de matcriaux : une seule 
cellule par goutte permet de r6aliser unc experience de transfection et suffit pour faire une 
analyse par spectrometrie de masse. On peut travailler avec des volumes de gouttes tres 
petits, inf^rieurs a 1 micro litre, de pr6f6rence de 0,1 a 1000 nanolitres contenant 1 a 500 

35 cellules, encore plus prefercntiellement de 0,1 a 10 nanolitres contenant 1 a 10 cellules. 
Avantageusement, on travaille sur des gouttes contenant de 1 a 100 cellules. On peut 
6galement prevoir de travailler sur des volumes plus importants, notamment sup^rieurs au 
microlitre (10 a lOOpl, contenant 500 a 100 000 cellules). Ce proced6 pennet egalement 
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d'utiliser de petites quantites de r6actif. Le film de separation F permet de controler les 
echanges gazeux da milieu de culture de la cellule et sa sterilite. II permet aussi de separer 
des gouttes dont on ne souhaite pas qu'elles reagissent ensemble. Les cultures de cellules 
sous forme de gouttes sous le film de separation peuvent se conserver au moins 24 heures 
5 et jusqu'^ plusieurs jours sans que Tori observe de modifications notables de leur activite 
cellulaire (sans influence notable sur la proliferation et la croissance des cellules). 

Le proc6d6 et le dispositif scion Tinvention permettent 6galement de 

realiser des batteries de reactions : 

Plusieurs gouttes aqueuses comprenant chacune au moins une cellule 

10 peuvent etre d6posees sur le support S, lesdites gouttes etant isolees les unes des autres. De 
preference, chacune de ces gouttes est placee dans un moyen de reception distinct. Toutes 
les cellules peuvent etre identiques, mais on peut egalement prevoir de placer des cellules 
differentes (au moins deux sortes de cellules differentes) dans les differentes gouttes. Des 
gouttes contenant le ou les reactifs sont deposees, a proximite de chaque goutte contenant 

15 une cellule, de fa9on a permettre la fusion d'une goutte contenant le reaclif approprie ayec 
la goutte contenant la cellule visee. On peut egalement prevoir d'injecter une goutte:. de 
reactif directement dans chaque goutte de cellule. Pour la realisation de batteries de 
reactions, on prdvoit avantageusement un support comprenant des moyens de reception 
des gouttes disposes de fa9on reguliere sous forme de matrices, de fa9on a permettre 

20 Tautomatisation du precede, 

De fa9on avantageuse, le support et les capillaires destines a deposer jes 
gouttes aqueuses de cellules et de reactifs sont relies a des moyens de controle de fa9on a 
permettre I'automatisation du precede. 

' Le precede et le dispositif selon l*invention permettent done de realiser 

25 simultan6ment et de fa9on automatisee un grand nombre de reactions d^3n 'reactif sur une 
cellule en faisant varier la nature du reactif et de la cellule, tout en travaillant sur des 
volumes extrememenl reduits, puis d'analyser le resultat de ces reactions. 

Parmi les cellules qu'il peut etre interessanl d'etudier par ce precede, on 

m 

peut citer notanunent : 
30 - des cellules primaires, 

- des hybridomes, 

- des lignees de cellules : les cellules peuvent se perpetuer eternellement 

et former ainsi des lignees, 

- des cellules souches : elles sont obtenues a partir <^'un preievemenl chez 

■ 

35 Tanimal ou a partir de biopsies, 

- un morceau de tissu cellulaire (les cellules ne sont pas individualisees) 
des melanges des differents types de cellules enonces ci-dessus. 



Les cellules sent cultivees en milieu de culture (aqueux) de facjon 
connue. On peut egalemcnl cullivcr des cellules heterogenes pendant plusieurs jours et 
utiliser ce melange. 

Selon une variante de Tinvention, lorsque toutes les cellules a mettre en 
5 reaction sur un meme suppoil sonl identiques on peul proceder de la fafon suivante : le 
support est une plaque hydrophobe comportant des zones hydrophiles, on Timmerge dans 
une solution aqueuse contenant les cellules puis on la sort de cette solution en laissant le 
liquide en exces s'ecoulen Les gouttes du milieu contenant les cellules sont retenues dans 
les zones hydrophiles. Cette etape est suivie du depot d'une couche de film de separation F 
10 el du depot des gouttes contenant un r6actif ou d'autres cellules. Suivant la nature du film F 
(fluide ou solide), celui-ci est ddpose avant ou apres le d6p6t des gouttes de reactif ou 
d'autres cellules. 

Parmi les reactifs R susceptibles d'etre utilises dans le precede et le 
dispositif selon Tinvention, on peut citer : 

15 Des molecules chimiques de toutes natures, notamment des molecules 

inorganiques, des molecules organiques naturelles, des molecules issues de synthese 
organique et de synthese combinatoire, des molecules extraites d'echantillons biologiques 
et des molecules extraites d'echantillons biologiques modifiees par synthese. On peut citer 
notamment les polynucleotides : les molecules d'ARN simple et double brin, les molecules 

20 d*ADN simple et double brin ; les molecules de PNA (de Tanglais « peptidic nucleic acid » 
ou acide nucleique peptidique) qui sont des chimeres peptide-acide nucleique ; les 
ribozymes ; les ARN interferences double brin ou les proteines et les peptides. Pamii les 
proteines, on peut citer tout particulierement les facteurs de transcription. 

Les molecules de r6actif peuvent etre formulees en solution prSte a etre 

25 depos^e. Elles peuvent egalement etre preparees directement apres depot sur le support, par 
excmple par synthese, notamment par synthese organique, in situ, ou par transcription in 
vitro dans la goutte. Des molecules de type prion peuvent aussi etre obtenues en goutte par 
reaction de polymerisation en chaine ou PGR (de Tanglais "polymerisation chain reaction") 
peptidique avant leur transfection dans les cellules. Lorsque Ton utilise des molecules 

30 d*acides nucleiques, leur preparation peut etre faite par PGR nucleique. Gomme il a ddja €\e 
expose ci-dessus, le reactif peut Egalement etre fixe au support. 

Lorsque Ton emploie comme reactif de TADN, avantageusement celui-ci 
est sous forme precipit6c. De fa9on connue, on peut par exemple utiliser le phosphate de 
calcium. La precipitation de TADN peut 6galement €tre faite dans la goutte aqueuse 

35 depos6e sur le support par fusion avec une goutte du reactif approprie. 

Selon une variante du dispositif et du precede selon Tinvention^ on peut 
prevoir de faire plusieurs depots successifs destines h etre fusionnes : 
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On pent prevoir de deposer successivement plusieurs reactifs destines a 
transfecter une meme cellule et observer leurs effets cumules ; 

On peut egalement prevoir de deposer plusieurs gouttes de cellules et les 
faire fusionner, de fa9on a reconstituer un reseau celluiaire de cellules identiques ou 
5 diffei'entes afin de se rapprocher au plus pres de conditions rencontrees in vivo. Par 
exemple, on peut reconstituer des reseaux de neurones a Techelle de quelques cellules par 
la rencontre de cellules gliales et de neurones pour les faire communiquer au sein d'une 
m&mc goutte comme illustr6 par la figure 4, ou des interactions entre les differents types de 
cellules qui constituent la peau afin de mimer le comportement de celle-ci a T^chelle 
10 celluiaire. 

On peut egalement reconstituer un tissu celluiaire destind a mimer le 
comportement de I'epiderme en cultivant ensemble, au sein d'une meme goutte des 
keratinocytes sur un tapis de collagene. On peut egalement cultiver ensemble des cellujes 
souches de la peau en presence de cellules du follicule pilleux afin d'etudier leurs 
15 interactions. 

Par exemple, on peut utiliser la transfection de reactifs dans un premier 
type de cellules de fa90ri a declencher une reaction celluiaire, telle que la production d'une 
proteine recombinante puis faire r6agir cette premiere population celluiaire aveq^. une 
population celluiaire d*un autre type par fusion avec une autre goutte. 

20 Selon une variante de Tinvention illustr6e par la figure 8, on .jpeut 

egalement prevoir que le support soit muni de moyens de separation pennettant de segarer 
deux types de cellules distincts mais autorisant le passage de petites molecules entre ces 
cellules. Un tel moyen de separation est destine a mimer une barriere biologique, telle que 
par exemple la barriere existant entre le sang et les cellules cervicales. De tels moyens de 

25 separation sont avantageusement disposes au niveau des moyens de reception, sur le 
support. Pour leur mise en oeuvre, on pr6voit de deposer une goutte aqueuse comprenant au 
moins une cellule d'un premier type d*un cote du moyen de separation et une goutte 
aqueuse comprenant au moins une cellule d*un second type de I'autre cote du moyen de 
separation. La fusion des gouttes de part et d'autre du moyen de separation permet une 

30 communication entre les cellules par rintennediaire de molecules susceptibles de diffuser 
au travers du moyen de separation. Cette communication peut alors etre etudiee par tous 
moyens, notamment par Tajoul de reactifs sous forme de goutte aqueuse avant ou apres la 
fusion des gouttes cellulaires. Par la transfection automatis6e de ces gouttes, il est possible 
d'analyser le rdle biologique des facteurs transfectes dans une multic^uche biologique. 

35 Les moyens de separation utilisables selon cette variante de Tinvention 

sont des membranes artificielles telles que par exemple un filtre en nitro-cellulose, du 
silicium perce de nano-trous, un buvard en papier, un filtre cn tissu ; on peut egalement 
pr6voir d'utiliser un gel solide tel qu'un gel d'agarose, du collagene ou de la gelatine. 
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Le dispositif et le precede selon I'invention permettent d*etudier 
Texprcssion automatisee de prot6ines vecombinanles obtenucs par Tentree d'ADN codant 
dans les cellules, de realiser le criblage de molecules nucleiques destinees a modifier 
(bloqucr ou au contraire augmenter) Texpression do genes dans les cellules et de rechercher 

5 des sequences genomiqucs promotrices. Cette invention pemiet aussi d*etudier les 
interactions entre des cellules de differents types, cette interaction etant declenchee par le 
melange des gouttes. Le dispositif et le procede selon Vinvention permettent d'obtenir une 
vue globale des effets biologiques de la reaction de molecules de toutes sortes avec des 
cellules, et notamment de Tentr^e automatisee de molecules de toutes sortes dans des 

10 cellules. 

Selon une variante de I'invention, on peut prevoir une ou plusieurs 6tapes 

de Iraitement du milieu r6actionnel directement sur le support S avant son introduction 

dans le spectrometre de masse. Ces etapes de traitement peuvent consister en une lyse des 

cellules, un ou plusieurs lavages, Tadsorption ou la fixation de molecules ayant une affinite 

15 pour des molecules dont on cherche a detecter la presence. 

Ensuite, le milieu reactionnel place sur le support S est prepare en vue de 

son introduction dans le spectrometre de masse. 

Cette preparation peut consister en une congelation du milieu reactionnel 

de fa9on a preserver ses caract6ristiques. Elle peut consister en un s6chage, avec ou sans 

20 traitement thennique, avec ou sans vide, comme par exemple par lyophilisation. On peut 
aussi pr6voir de les fixer par un traitement a Taide d*un agent tel que le methanol ou le 
formaldehyde. On peut prevoir d'appliquer plusieurs etapes de preparation successives. 

Selon le proced6 de Tinvention, lorsque le spectrometre dc masse est du 
type MALDl la preparation du milieu reactionnel en vue de son introduction dans le 

25 spectrometre de masse comporte de fa9on connue Taddition d*une ou de plusieurs 
molecules acides, de petite taille et absorbant la lumiere telles que par exemple Tacide 
alpha cyano 4-hydroxycinnamique, Tacide nicotinique ou Tacide sinapinique. Ladite 
molecule en solution est additionn6e au milieu reactionnel a analyser dc fa9on a ce 
qu'apres sechage, Techantillon a analyser soit inclus dans la matrice cristalline formde par 

30 cette mol6cule, ce qui peniiet d*assurer le succes de la desorption et de Tionisation de 
rfechantillon. 

La solution de molecule destinee a fomier la matrice cristalline est 
avantageusement additionnee au milieu reactionnel en trcs large exces molaire de fa9on a 
favoriser la formation de la matrice cristalline lors du sechage a Tair de Tensemble. 
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Lorsqu'un autre type de spectrometre est employe, on utilise d*autres molec-ules 
promotrices de la desorption, de fa9on connue de I'homme du metier. 

Le milieu reaclionnel est alors desorbe et ionise! Cette etape est jnise en 
oeuvre grSce a un moyen de desorption selectionn6 panni :.un faisceau laser, un faisceau 

5 d'ions, un faisceau d'atomcs neutres, un faisceau d'electrons. La desorption/ionisation peut 
egalement. etre faite par nebulisation d'un 6chantillon liquide. La resolution est de I'ordre 
de la taille du faisceau et permet un ciblage tres precis du milieu reactionnel que Ton 
souhaite d6sorber. Lorsqu'une pluralite de milieux reactionnels se trouve sur le support S, 
chacun des depots peut etre cibI6, et done desorbe/ionise, de fa9on successive. 

10 - Chacun des milieux reactionnels deposes sur le support S est desorbe et 

ionise individuellement et son spectre de masse est 6galement produit de fa9on individuelle 
et^iblee. 

Le support S est place dans le spectrometre de masse et chacun- des 
milieux reactionnels places sur ce support est traite de fa9on individuelle. Un meme milieu 
15 reactionnel peut etre traite a plusieurs reprises (plusieurs milliers de traitements laser) pour 

* 

donner une analyse plus complete du phenotype consid6re. 

La disposition des depots sur le support S sous forme de matrice peiinet 
une automatisation de la desorption et de I'ionisation. . 
- On peut citer les appareillages suivants connus comme moyens de 
20 desorption/ionisation : 

o MALDl : matrix assisted laser desorption ionisation (desorption et 

ionisation au laser assiste par la presence d'une matrice) et son pendant le 
o SELDl, surface enhanced laser desorption ionisation (desorption et 
ionisation am61iorees par une surface active) 
25 o SIMS : secondary ion mass spectrometry (spectrometrie de masse a ions 

secondaires) 

o SNMS : secondary neutral mass spectrometry (spectrometrie de masse a 
neutres secondaires) 

* 

o ESI : electrospray ionisation (ionisation par ndbulisation) 
30 o FAB : fast atom bombardment (bombardement d' atones rapides) 

o APCI : atmospheric pressure chemical ionisation (ionisation chimique a 
pression atmospherique) 
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- On peut citer Ics appareillages suivanls coniius comme moyens dc mesure de la 
masse : 

o TOF : time of flight, temps de vol 

o MS/MS (ou tandem mass spectrometry ou multi-dimensionnal MS pour 
MS/MS/MS/etc.) : spectrom6trie de masse en tandem, spectrometrie de 
masse multidimensionnelle. 
o Quadrupole (ou ion trap) : quadrupole ou trappe a ion 
o FT-MS ou FT-ICR: Fourrier-Transform mass spectrometry - ion cyclotron 
resonance (spectrometrie de masse a transformfee de Fourrier - 
caracterisation par resonance cyclotronique) 
Toute combinaison de ces difftrents moyens comportant au moins un 
moyen de desorption et un moyen d' analyse peut etre consideree selon la presente 
invention comme un spectrometre de masse 

Le spectre de masse obtenu pour chaque milieu reactionnel peut etre 
compare a une base de donnees de spectres de masse de fa9on a permettre Tidentification 
de molecules connues au sein du milieu reactionnel. 

La comparaison du spectre de masse d'une culture cellulaire avec celui 
d'un milieu reactionnel issu de cette culture permet d'identifier des modifications 
intervenues dans la culture cellulaire a la suite de la stimulation qui lui a ete appliquee. 

L* Evolution dans le temps de la reponse d'une cellule ou d'un ensemble 
de cellules a une stimulation donnee peut etre etudiee grace au procede et au dispositif de 
rinvention : la mfime stimulation peut en effet etre appliquee de fagon echelonnee dans le 
temps a une s6rie de milieux r6actionnels identiques plac6s en s6rie sur un meme support 
S. 

Lc procede et Ic dispositif de Tinvention pemiettent de faire de 
rimagerie par spectrometrie de masse : On dcsorbe/ionise de fa9on selective sur une zone 
de taille rdduite (en dessous de 100|im _ de Tordre de la taille du faisceau utilise) les 
molecules presentes dans I'^cbantillon, et ceci de fa9on s6quentielle sur toute la surface de 
rdchanlillon. On obtient alors pour chaque « point » de la surface, un spectre qui decrit 
] *abondance relative (concentration) de molecules pr6sentes dans ce point de T^chantillon. 
L'abondance d'une molecule est representee par la hauteur d'un pic (ou Taire de la courbe 
en dessous de ce pic) au scin du spectre obtenu. Si Ton selectionnc un pic dans tous les 
spectres, on peut envisager de recreer une « image » de Techantillon relative a cette 
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molecule, de la meme maniere que pour un scanner a fluorescence : un point est represenle 
par exemple par un pixel de couleur, associ6 a un code de couleur qui permet d'evaluer 
I'abondance de la moldcule d6crite par le pic s61ectionne en ce point, Pensemble des pixels 
donne une image facilement intcrpretable. Cette variante de 1 'invention est illustree par la 
; figure 10. 

Ce processus pent etre implemente pour chacun des pics presents dans les 
spectres, done a partir d'un seul balayage de la surface par le faisceau, on peut recreer une 
image de Techantillon pour chaque molecule d*interet detectee dans I'echantillon. Une 
analyse par scanner a fluorescence ne permet generalement de visualiser que les molecules 
3 marquees prealablement au balayage et ce de fa9on s6quentielle (un marquage pour une 

molecule et pour un balayage). 

On peut aussi selectionner plusieurs pics pour Tensembl^ de 
Techantillon, representes chacun par une couleur, plus ou moins intense selon Tabondance 
de la molecule. La superposition des deux couleurs donne une image du ratio de 
5 concentration des substances les unes par rapport aux autres. 

Le proc6de et le dispositif de rinvoition permettent de faire T analyse 

globale d'un echantillon : 

Les cultures cellulaires sont preparees pour leur introduction daps, le 
spectrometre (sechage, cryogenisation, ajout d'une matrice promotrice de 
20 desortion/ionisation par exemple). L'echantillon est balaye de fa^on globale par le 
faisceau. On recueille un grand nombre de spectres, qui sont additionnes pour donner une 
moyenne de Tabondance des differentes substances au sein de T echantillon.- 

Le procede et Ic dispositif de Tinvention permettent de faire I'analyse 

globale d'un echantillon simplifie : 

De maniere a faciliter T analyse du spectre obtenu lors d'un balayage 
global de la surface, on pout simplifier, directement sur la puce, Tecbanlillon avant son 
introduction dans le spectrometre, en utilisant des surfaces actives. Ces surfaces peuvent 
permettrc de retenir de maniere plus ou moins specifique certaines substances de 
rdchantillon, a la suite de lavages comme iliustre sur la figure 9. 

Le procede et le dispositif de Tinvention permettejit d'etudier revolution 
d'un milieu reactionnel vivant sous Teffet d'une stimulation. Cette demarche ne necessite 
pas de connaitre a priori les modifications (expression de proteines par exemple) 
engendrees par cetle stimulation, comme c'est le cas pour les autres m6thodes d'analyse de 
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iTiiJieux reactionncls en matrice. En oulre, toutes les reactions qui se produisent se font 
dans la cellule vivante, cn presence des menies facteurs d'influence que dans un test in 
vivo, Enfin, les manipulations et traitemenl de purification el/ou d' extraction el/ou de 
transfert du milieu reactionnel peuvent etre evites par Ic precede de Tinvention ce qui 
5 permet d'eviter les artefact et les observations biaisees qui sont propres aux systemes 
d' etude in vitro. 

De fa9on plus precise, le dispositif de I'invention comporte au moins un 
appareil permettanl de mesurer la masse d'un echantillon au moyen de la spectrometrie de 
masse, ledit appareil comprenant un tube de spectrometre, un dispositif permettant de faire 

10 le vide dans ledit tube, des moyens electriques permettant d'appliquer un potentiel 
d' acceleration electrique dans le tube de fafon a accelerer les molecules de T^chantillon a 
analyser, un moyen permettant de detecter la masse des ions formes, un moyen 
d' introduction du support S dans le tube de fa9on a permettre Tintroduction des milieux 
r^actionnels associes a des molecules promotrices de la desorption dans le spectrometre, un 

15 moyen permettant la desorption et I'ionisation d'une partie des molecules de cet 
Echantillon. 

Ledit moyen permettant la d6sorption et Tionisation est reK6 a un 
systeme d'acquisition de donnees de fafon a permettre le traitement sequence d'une 
pluralite d'echantillon a analyser places sur un support S sous forme d'une matrice ou 
20 puce. 

Le procede de J*invention comporte les etapes suivantes : 

- traitement du ou des milieux r6actionnels vivants places sur le support S 

par un moyen favorisant la desorption de fa9on a produire des dchantillons prets h €tre 

analyses ; 

25 - introduction des echantillons (milieux reactionncls) places sur le 

support S dans le tube du spectrometre de masse ; application d'un vide et d'un champ 
electrique dans le tube d 'introduction de spectrometre de fa9on a former un potentiel 
d 'acceleration ; application d'un traitement de desorption/ionisation de fa9on controlee et 
sequencte sur le ou les echantillons ; detection de la masse des ions formes ; 

30 6ventuellement comparaison des donndes recueillies avec une banque de spectres de 
masse. 

Les avantages du precede et du dispositif de Tinvention sont norabreux : 
Cette technologic permet en effet de rdaliser des milliers de conditions 
experiment ales independantes sur un format miniature. 
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Le format de la micro-goutte permet un controle rigoureux des conditions 
de culture du modele cellulaire tout au long des differents processus mis en jeux. Ce 
controle est rcnforce par Tintegration de tous Jes traitements des echantillons directement 
sur la puce a Taide ou non de chimie de surface : culture, stimulation, purification 
5 (eventuellement). 

Pour ne pas compromettre ce controle, corame pour toutes les methodes 
existantes, aucun Iransfert d'cchantillon n'est cffectue entre les etapes de cultures et le 

recueil de signal final. 

Ce recueil tire parti de la precision et de la specificite de la spectrometrie 
10 de masse. Celle-ci permet aussi d'analyser un ^chantillon de maniere multi-parametrique 

• ^ 

(plusieurs molecules analys^cs en une seule experience, voir Tensemble d'un proteome 
d'interfet) pour pouvoir s'interesser a des systemes sans prejuger de leur proprietes. 

Cette invention, en conservant les echantillons au plus pres de la culture 
cellulaire, permet des analyses des donnees recueillies beaucoup plus rapides : des milliers 
15 d'experiences multi-parametriques sur une seule puce. Cela s'ajoute a une interpretation en 
terme de phenotype beaucoup plus evidente et fiable. Par exemple, aucun biais n'est 
introduit quant a la quantification de la presence d'une proteine (pas de marquage par 
exemple). 

De plus en integrant directement Panalyse par spectrom6trie de m^^se sur 
20 la puce ou matrice contenant les cellules, Tinvention tire parti de la resolution elevee de 
Tappareil et pennet des analyses de phenotypes localises (cartographie d'expression et 
imagerie cellulaire) a haut debit. 

Ces analyses sont en plus quantitative, et permeltent done une etude de 
modulation d'expression au cours du temps. 
25 Cette quality d'analyse s'applique a toutes les molecules* pr6sentes dans 

Techantillon cellulaire: molecules secr6tees, pr6sentes a Tinterieur de la cellule 
(Pinterfafage avec un dispositif de secretion pent aussi §tre envisage), stnicturelle. 

La chimie de la molecule ne joiiant de role qu'au niveau de la mise en 
oeuvre pratique de la spectrometrie, il est possible de detecter tout type de molecules 
30 produites par les cellules : lipides, proteines, peptides, proteines modifiees, sucres, ARN 
circulants. 

Le phenotypage direct de cellule? stimulees sur puce s*applique a tous les 
domaines faisant intervenir la caract6risation de r6ponses cellulaires : 

» Recherche en biologie : les recherches cliniqu^s et fondamentales sur 
35 les cellules et les m6canismes de fonctionnement intra ou inter cellulaires sont grandement 
acceler^es par .le recours a un outil utilisant directement des cellules et permettant un debit 
d'analyse 61ev6, couple a une haute precision. 
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o Recherche pharjuaceutique : en teslant J'activite de nouvelles 
molecules (therapeutiques, toxiques) sur des cellules vivantes de maniere rapide et multi- 
paramelrique, Je precede de Tinvention pemiet d'accelerer le processus de criblage, en 
faisant beaucoup plus tot des tests proches de conditions in vivo. De plus la recherche de 
nouvelles cibles d'interet therapeutique est aussi acceleree puisque leur pertinence est 
evaluee dans un environnement cellulaire complet et peu perturbe. 

• Toxicologic / biocapteurs : analyse rapide de la reponse de cellules a 
des toxines sur de multiples parametrcs (plusieurs naodeles cellulaires sur une meme puce 
par exemple) pour, par exemple, I'industrie militaire ou de F environnement. 

• Etudes des manipulations genetiques de cellules vegetales ou 

animales. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Exemple 1 : Analyse des secretions de lymphocytes T : la cytokine 

IL-2. 

Interet : Caracterisation d'echantillons de patients atteint par differents 
virus (Hepatite C, HIV par exemple) ou cancers. La cytokine analysee (IL-2) est un 
promoteur de la prolifferation de lymphocytes T, elle pent etre utilisee comme therapiepour 
le renforcement du systeme immunitaire. La mesure du taux de cytokine est un indicateur 
de la progression de la maladie et/ou de la therapie, 

Le principe de cette experience est d*essayer de detecter par 
spectrometrie de masse, la secretion/production de cytokine lL-2 par des lymphocytes T 
stimules (lign^e DOlO.l 1, propriete de TINSERM U548). La stimulation pouvant se faire 
soit directement (addition de Tantigene stimulant dans la solution), soit a Taide de 
lymphocyte B presentateurs d'antigene associes (eux-mcmes stimules pour la 
presentation). 

Sur une puce de spectrometrie MALDI-TOF, une goutte de culture 
cellulaire de lymphocyte T est deposee (1500 cellules dans une goutte de 4jil de milieu 
RPMl + 10% SVF _ serum de veau foetal + 1% PS ). Comme controles/temoins, on depose 
de la mSme fa9on des gouttes contenant de I'antigene seul en solution, de la cytokine seule 
cn solution, du milieu de culture seul, des cellules non stimul6es en cultures. La production 
de cytokine est ensuite stimulee dans les gouttes conccmees. 
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La malrice (solution saturee d'acide sinapinique, ou d'acide alpha-cyano- 
4-hydroxcinnamique) esl ajoutee sur chaque plot el sechee. La puce est disposee dans le 
spectrometre et les spectres recueillis et analyses. 

Plusieurs variantes peuvent etre envisagees et combinees: 
5 - la matrice est deposee avant les cellules. 

fonctionnalisation de la surface a Taide d*anlicorps anti-cytokine, 
avant les depots, et les cellules sont lysees ou non apres stimulation. 

Aucune matrice n'est deposee. 
Example 2 : analyse d'une signature moleculaire 
10 Le but de cette experience est de demontrer qu'une analyse sur un format 

puce d'une culture cellulaire, et plus parliculierement la distinction d'une signature 
moleculaire, est realisable. 

TMous avons utilise comme echantillon une culture cellulaire: (lignee 
jurkat, concentration 2.10^ cellules/ml dans leur milieu de culture RPMI+ 10%SVR -serum 
15 de veau fcetal), ainsi qu'un echantillon d'une proteine recombinante (1L2 disponible chez 
R&D Systems sous la reference 202-1L-050). 

La puce utilisee fait partie du systeme ProteinChip® commercialisee par 
la social Ciphergen Inc., utilisant le SELDL U s'agit d'une lame recouverte d'une couche 
hydrophobe percee de trous hydrophiles, ou la surface active est en silice, de r6f6rence 
20 commerciale NP20, qui permet de retenir selectivement les prot6ines a caractere 
hydrophile. Cette puce contient 8 plots notes de A a H. 

Sur une premiere puce, on a cherch6 a etudier la signature spectrale de la 
proteine sans cellules. Pour cela on a dispose sur chaque plot une dilution particuliere de la 
proteine allant de SOOOU/ml pour le plot A a 1 U/ml pour le plot H (en passant par 2500, 
•25 1000,500, 100, 50,et 10). 

Preparation de la matrice : • ' 

o Dissoudre la matrice vendue par Ciphergen (reference commerciale 
« EAM SPA ») , acide sinapinique, dans 75 jxl d'acetonitrile, et 75pl de TFA 1 %. 

o Vortexer la solution pendant 5 min 
30 o Centrifuger 2min a 1 0 000 trs/min. \ 

Calibrage de Tappareil : 
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o D6poser sur un plot de la puce un melange de Ipl de « All-in-one 
peptide mix » 'et 1 \x\ de matrice 

o Laisser secher a Tair ambiant. 

o Siiivre la procedure de calibration du logiciel ProteinChip®. 
5 Preparation de la puce : 

o pre-incubation de la lame avec de Teau distill6e. (5pl par plot 

pendant Imin) 

o s6chage des plots a Paide d'un papier absorbant (sans toucher la 

surface) 

10 o depot de 5|il d'echantillon par plot 

o laisser secher a Tair libre 

o rincer a I'eau distillee (prelever h la pipette au bord du plot plusieurs 

fois) 

o laisser secher. 

15 o ajouter la matrice de promotion de desorption/ionisation (O.Sfil) 

o laisser secher 

o r6iterer Tetape d*ajout de matrice dc desorption/ionisation suivie du 



sechage 



Lecture de la puce : utilisation du systeme SELDl du CHU de Grenoble 



20 (inscrmU318) 



Reglages : Intensite : 210 

High mass 1 00 000 Da 

Defl ecteur auto ( 1 0 000 Da) 

Sensibilite 1 0 

25 Optimisation range : 1 0 000 - 20 000 Da 

Center mass : 1 5 400 Da 

Les spectres sont realises a Taide du logiciel ProteinChip® Software 
Dans un deuxieme temps on prepare une puce contenant les echantillons 
d'interet comme explicite dans le tableau ci-dessous : 



Plot 


Echanti]]on 


A 


Calibration (1 lal « All-in-one peptide mix » + matrice 



Ref(§rence commerciale ? 
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B 


5nl de milieu de culture sans cellules {RPMH10%SVF) 


C 


Spl d'lL2 a . U/m] dans du milieu de culture 




5^1 de cellules dans leur milieu de culture (concentration ... 
cellules/ml) 


E 


5pl de cellules dans leur milieu de culture (concentration ... 
cellules/ml) (duplicata D) 


F 


Idem D+ 1 |il d'lL2 a ... U/ml 




Duplicata F 


H 

• 





Les echantillons (B a G) spnt deposes sur la puce.suivant le protocole 

precedent. 



5 Exemple 3 : imagerie d'une partie du prot^ome de cellules 

(fibrobla^tes 3T3) apres irradiation aux UV 

Objectifs : de maniere a connaitre tres rapidement les effets d'une drogue 
sur la reponse de cellules de la peau a des irradiations UV, ainsi que pour aider au ciblage 
de ces drogues sur un compartiment cellulaires particulier, il est interessant d'etudier la 
10 repartition d'une partie des prot6ines exprimees par ces cellules. 

Mise en oeuvre : 

Des cellules (fibroblastes 3T3) sont cultiv6es en goutte sur une cible 
MALDl en acier inox (par exemple disponible chez Briiker Daltonics Inc.). Des gouttes de 
15 milieux dc culture sans cellules sont deposees de la meme fa9on sur la puce comme 
t^moins. La puce est disposee dans une enceinte a atmosphere et temperature controlee 

(37^C, 1 00% H2O, 5%C02). 

On fabrique ainsi plusieurs puces. 

On incube la puce pendant 24h de maniere h laisser adherer les cellules. 
20 Les gouttes sont ensuite irradiees de fa9on sdJective au travers d*un 

masque adapts, ne laissant passer les UV que sur les plots supposes en recevoir, avec 
plusieurs temps d'irradiation (en changeant les masques au cours de Texperience) et/ou 

« 

plusieurs intensites (masque plus ou moins opaque). 
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Apres la stimulation, on laisse les cellules en culture pendant plusieurs 
durces d'incubation (une puce par duree d'incubation) par exemple (0, Ih, 4h, 24h, et 48h) 
pour analyser revolution du phenotype. 

Les echantillons sont alors congeles, additionnes de matrice (acide 
5 sinapinique par exemple) ct seches, puis introduits dans le spectromctre de masse pour y 
etre analyses. 

On recupere une moyenne de 50 spectres (equivalents a 50 tirs laser) par 
point (ou pixel), un point ayant une resolution de la taille du faisceau laser (inferieur a 
25|im de diametre). Pour chaque point le spectre nous donne un ensemble de pics. Un 
10 logiciel adequat permet de selectionner un pic d'interet, et on retranscrit une image de la 
r6partition du compose decrit par ce pic sur I'ensemble de I'dchantillon. 

La masse des composes d^interet nous permet de remonter a sa nature { a 
I'aide de la consultation de bases de donnees), ou bien s'il s'agit d'un compose inconnu, on 
peut reiterer Texperience en Tagrementant d'analyse plus completes (par exemple en 
15 faisant suivre les premiers spectres d*une analyse par MS multidimensionnelle). 

Exemple 4 : Imagerie de la repartition des ions calcium au sein de 
culture cellulaires par TOF-SIMS et laser SNMS 

Interet : les ions calcium tendent a s'accumuler dans des cellules 

endommag^es. 
20 Mise en oeuvre : 

Les cellules sont cultiv^es sur puce de silicium, soumises ou non a un ou 
plusieurs stress mecaniques, puis les echantillons sont cryogenises. 

lis sont ensuite introduits dans le spectrometre sous vide (faisceau d'ions 
de 50 a 200 nm de diametre) et balayes par le faisceau dans les memes conditions qu'a 
25 Texemple 3. 

L'exploitation des r6sultats suit les mSmes etapcs que dans I'exemple 

precedent. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 d'analyse d'au moins un milieu rdactionnel comporlant sa 

« 

moins vine cellule C, ledit proccde elant caracteris6 en ce que : 

(i) la cellule C est deposee sur un support S comportant une . surface 
sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface ; 

(iv) le milieu reactionnel est prepare et introduit dans le spectrometre de 

masse ; 

(v) le milieu reactionnel est d6sorbe et ionis6 ; 

(vi) le spectre de masse du milieu reactionnel est recueilli et analyse. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que dans une 
seconde etape (ii) la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a ete deposee la 
goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de separation F, permettant 
le passage des gaz et empSchant T evaporation des gouttes aqueuses depos6es sur le support 

3. Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en 
ce que dans une troisieme etape (iii) la cellule C est soumise a une stimulation . 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la stimulation a 
laquelle est soumise la cellule C est choisie parmi : ... 

- rintroduction d'un rdactif R, 

- la mise en contact avec une ou plusieurs cellules, 

- un apport d'energie, 

- Tapplication d'un champ electrique ou d'un champ magnetique, 

- un traitement optique. 

5. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que Taccrochage des gouttes sur le support S se fait grSce aux forces de tension de 
surface. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que le depot des gouttes aqueuses contenant une cellule ou un reactif sur le support S, 
et eventuellement sous le film de separation, se fait au.moyen de fins capillaires. 

7. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que le depot des gouttes aqueuses contenant une cellule ou un reactif sur le support S 
se fait au moyen d'un syst6me pi620(§lectrique. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caracterise 
en ce que le reactif R est choisi parmi : / 

des molecules inorganiques, des molecules organiques naturelles, des 
molecules issues de synthese organique et de synthese combinatoire, des molecules 
extraites d*echantillons biologiques et des molecules extraites d*6chantillons biologiques 



■ *•» * %«• ^ M W « 



30 

modifices par synthese, notammenl les ADN simple et double brin, Jes ARN simple et 
double brill, les proteines el les peptides. 

9. Procede selon Tune quclconquc des revendi cations 1 a 8, caracterisd 
en ce qu'il comportc une ou plusieurs etapes de traitcnient du milieu reactionnel 

5 directement sur le support S avant son introduction dans le spectrometre de masse. 

10. Proced6 selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comporte au 
moins une etape de traitement choisie parmi : une lyse des cellules, un ou plusieurs 
lavages, Tadsorption ou la fixation de molecules. 

11. Procede selon Pune quelconque des revendi cations 1 a 10, 
10 caract6rise en ce quMl comporte au moins une etape de traitement du ou des milieux 

reactionnels places sur le support S par une solution de molecules promotrices de 
desorption. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendi cations 1 a 1 1, caracterise 
en ce que la preparation en vue de Tintroduction dans le spectrometre de masse comporte 

15 au moins une etape s61ectionnee parmi : une congelation du milieu reactionnel ; un s6chage 
avec ou sans traitement a la chaleur et avec ou sans vide ; une fixation par un traitement a 
]*aide d'un agent tel que le methanol ou le formaldehyde. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise 
en ce que la preparation en vue de Tintroduction dans le spectrometre de masse comporte 

20 Taddition au milieu reactionnel d'une ou de plusieurs molecules acides, de petite taille et 
absorbant la lumiere suivie d'un sechage. 

14. Procdde selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterise 
en ce que qu'il comporte au moins les etapes suivantes : 

- introduction du ou des milieux reactionnels places sur le support S dans 
25 un tube d 'introduction du spectromfetre de masse ; 

- application d'un vide et d'un champ electrique dans le tube de 

spectrometre; 

- application d'un traitement de desorption/ionisation de fa9on contr616e 
et sequencee sur le ou les echantillons ; 

30 - detection de la masse des ions formes. 

15. Procede selon Tunc quelconque des revendications 1 a 14, caracterise 
en ce qu'il comporte au moins une etape de comparaison des donnees recueillies avec une 
banque de spectres de masse. 

16. Dispositif permcttant Tanalyse d'au moins un milieu reactionnel 
35 comportant au moins une cellule C, ce dispositif ctant caracterise en ce qu'il comporte : 

- un support S comportant une surface sensiblement plane, 

- des moyens pennettant le depot sur ladite surface, de goutles aqueuses 
contcnant la cellule C, 
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- des moyens permettanl la desorption et I'ionisation du milieu 

reactionnel, 

- un spectromelre de masse. 

5 17. Dispositif selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il comporte 

en outre une enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est place le support S de fa^on 
a permettre la survie de la cellule C. 

1 8. Dispositif selon la revendication 17, caract6ris6 en ce que I'enceinte a 
atmosphere contr6]ee est une 6tuve a temperature allant de 35 a 42''C, preferentiellement 

10 de 36,5 et 37,5^C, le taux de CO2 est preferentiellement maintenu entre 3 et 5%, le taux 
d'oxygene O2 est preferentiellement celui de Tair ambiant. 

19. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, 
caracterise en ce que la surface du support S est recouverte d*un film de separation F 
permettant le passage des gaz et empechant Tevaporation des gouttes aqueuses deposees 

15 sur le support S. 

20. Dispositif selon la revendications 19, caract6rise en ce que Je film F 

est choisi panni : . 

- un liquide non miscible avec Teau ; 
-ungaz; 

20 - un film souple, solide ; 

- un capot rigide alveole en materiau poreux, la taille des alveoles etant 
adapt6e pour pouvoir contenir la goutte de cellule(s) et eventuellement une goutte de 
reactif 

21. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 20, 
25 caract6ris6 en ce que le support S est constitue par une plaque qui peut fetre'en silicium, en 

verre ou en polymere. 

22. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 21, 
caracterise en ce que le support comporte une couche electriquement conductrice. 

23. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 22, 
30 caractdrise en ce que le support S presente une surface sensiblement plane comportant au 

moins un moyen destind a la reception des gouttes aqueuses. 

24. Dispositif selon la revendication 23, caracteris6 en ce que le moyen 
destine a la reception des gouttes aqueuses consiste en Tun des moyens suivants : 

le support S presente sur.sa surface plane un caractere hy|drophobe et comporte 
35 une ou plusieurs zones hydrophiles ; 

le support S comporte sur sa surface plane des cavites, d'une profondeur allant 
de 1 micron a 1 millimetre ; 
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]e support S est une plaque munie d*excroissances de faible epaisseur, de 1 
micron a 1 millimetre, disposees sur sa surface et destinees a favoriser 
J'accrochage des gouttes ; 
- le support S est une plaque munie d'au moins un fil, sur lequel viennent 
5 s'accrocher les goultes. 

25. Dispositif selon Tune quelconque des revendi cations 16 a 24, 
caracterise en ce que le support S du dispositif est mobile. 

26. Dispositif selon Pune quelconque des revendications 16 a 25, 
caract6rise en ce que les gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules comportent 

10 un milieu de culture. 

27. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 16 a 26, 
caracterise en ce que les moyens sont relies a un dispositif de controle permettant son 
automatisation. 

28. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 27, 
15 caracterise en ce que le support S comprend des moyens de reception des gouttes disposes 

de fa9on reguliere sous forme de matrice. 

29. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 28, 
caracterise en ce qu'il comporte au moins un appareil permettant de mesurer la masse d'un 
echantillon au moyen de la spectrometrie de masse, ledit appareil comprenant un tube de 

20 spectrometre, un dispositif permettant de faire le vide dans ledit tube, des moyens 

electriqucs permettant d'appliquer un potentiel d'acceleration electrique dans le tube de 

fa9on a accelerer les molecules de Fechantillon a analyser, un moyen permettant de 

delecter la masse des ions formes, un moyen d' introduction du support S dans le tube, un 

moyen permettant la desorption et Pionisation de T^chantillon a traiter. 
25 30. Dispositif selon Tunc quelconque des revendications 16 a 29, 

caracterise en ce que le moyen de desorption est selectionn6 parmi : un faisceau laser, un 
faisceau d'ions, un faisceau d'atomes neutres, un faisceau d'electrons, la nebulisation d'un 
echantillon liquide. 

31. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 16 a 30, 
30 caracterise en ce que le moyen de d^sorption/ionisation est selectionne parmi : 

o MALDl : desorption et ionisation au laser assiste par la presence d'une 
matrice 

■ 

o SELX)I desorption et ionisation ameliorees par une surface active 
o SIMS spectrometrie de masse a ions secondaires 
35 o SNMS spectrometrie dc masse a neutres secondaires 

o ESI ionisation par nebulisation 
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o FAB bombardemenl d'atomes rapides 

o APCI ionisation chimique a pression atmospherjque 

32. Dispositif selon I'une quelconque des revendications 16 a 31, 
caracterise en ce que le moyen de inesure de la masse est selectionne parmi : 

o TOF : temps de vol 
- o MS/MS: spectrometrie de masse en tandem, spectrometrie de masse 

multi d i m ensi oiinel 1 e . 
o Quadrupole : quadrupole ou trappe a ion 

o FT-MS o\i FT-ICR: spectrometrie de masse a transformee de Fourrier - 
caracterisation par r&onance cyclotronique 

33. Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 
16 a 32 pour identifier des modifications intervenues dans une culture cellulaire a la suite 
d'une stimulation. 

34. Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des revendications 
16 a 32 pour etudier revolution dans le temps de la reponse d'une cellule ou d'un 
ensemble de cellules a une stimulation. 
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1 Dispositif TOC de suspension cellutaire 



Goutte de suspensioncellulsiir© 
Vue de cote rs:^^^^S f ^^'-^^^^'i^^'^^*^^^^^^'^^^^^ 



vue de dessus 




Puits hydrophile 
I conlenantune molecule a cribier { 



1 teflon] 
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Figure 6 



Bio-criblage A 





Puce (a n molecules ) = capot et molecules 



Puces d n cellules 
en gouUes 




Figure 7 
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Cellules en culture indh idualisees sur support solide 




Lysa et lavages 
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et adsoqption 




Lavages 
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Sechage, 

(co-crlstallisation) 



DesoqDtion 




Detection des particules desorbees 




Recueil et analyse des spectres 





Milieu de culture ceilulairc 
CcUules Vivantes 
^^^M Support solide plan 
Y Molecule d'inlerel 
T Trailemerit de surface d*affiniie 
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Molecule desorbee 
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FIGURE 9 
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Cellules en culture indix idualisees sur support solide 
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